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OBJETIVOS

General

Obtencién y evaluacion del efecto in vitro de la B-Ficoeritrina obtenida de
la microalga roja Rhodosorus marinus en la proliferacion de células de cancer

cervicouterino (HeLa).

Particulares

e Obtener B-Ficoeritrina de Rhodosorus marinus.
e Realizar ensayos de proliferacion en células HeLa suplementadas con B-
Ficoeritrina en presencia y ausencia de sales de buffer de fosfatos.



RESUMEN

El cancer de cérvix es una de las principales causas de muerte en
mujeres mayores de 25 afos. Anualmente, se informan 500,000 nuevos casos,
asi como 250,000 muertes a nivel mundial por este padecimiento. En cuanto a
su tratamiento, casi la mitad de los agentes anticancerigenos de uso clinico son
derivados de productos naturales. A la fecha continia la busqueda de
compuestos naturales alternativos mas efectivos para este padecimiento. Entre
las moléculas con uso potencial como inhibidoras de la proliferacion de células
cancerosas se encuentran las ficobiliproteinas (FB), que son un grupo de
proteinas que funcionan como pigmentos principales accesorios de la
fotosintesis de las algas rojas y cianobacterias. Diversas investigaciones
recientes han estudiado el potencial anticancerigeno de estos compuestos
naturales. Especificamente, las FB de Pseudoanabaena demostraron inhibir la
proliferacion en lineas de células de carcinoma cervicouterino (HelLa, CalLo),
presentando una mortalidad celular del 43.5% y 88.8% respectivamente. Para
estas mismas células, otra ficobiliproteina obtenida de Spirulina maxima
demostré tener actividad citotdxica in vitro, con una mortalidad del 80% en
células HelLa. Rhodosorus marinus es una microalga roja cosmopolita, fuente
de ficoeritrina y la cual puede ser cultivada en el laboratorio y sobre la cual se
han realizado algunos estudios sobre fotosintesis y obtencion de ficoeritrina, sin
embargo, no se han realizado estudios acerca de las propiedades potenciales
de sus FB. Esta microalga marina es cultivada en el laboratorio de Biomoléculas
de la Universidad de Sonora , debido al interés biotecnologico de su proteina
fluorescente. De ella se extrae y purifica ficoeritrina, por o que representd un
organismo idéneo para estudiar sus posibles efectos antiproliferativos sobre

células cancerosas. Una vez purificada la ficoeritrina, se realizaron ensayos

Xi



celulares con la linea celular HelLa. Después de realizar una curva de
crecimiento celular utilizando diferentes concentraciones de ficoeritrina, se
decidié trabajar con 10, 5 y 2.5 mg/mL de ficoeritrina en PBS liofilizada. Se
encontré un efecto negativo significativo (p < 0.05) en la proliferacion celular
entre las células con ficoeritrina y los controles (células con medio de cultivo,
PBS y Cis-Platino). Después se llevo a cabo un ensayo de Bradford,
encontrando que en la solucion de 10 mg/mL de ficoeritrina, solo 0.07 mg
correspondian a proteina. Fue por esto que se dializ6 la ficoeritrina y se
realizaron nuevamente ensayos de proliferacion celular, con las mismas
condiciones que los anteriores, pero utilizando concentraciones de 0.3125 a 5
mg/mL de ficoeritrina dializada, en las cuales no se encontrd6 un efecto
significativo (p > 0.05) sobre el crecimiento de las células. En nuestro estudio no
encontramos un efecto significativo de la ficoeritrina, obtenida de Rhodosorus
marinus, sobre el crecimiento de la linea celular HeLa después de ser dializada

y con las concentraciones utilizadas.

xii



INTRODUCCION

El Cancer es un conjunto de enfermedades que se caracteriza por un
crecimiento celular descontrolado y una propagacién de células anormales a
diferentes 6rganos, lo que, de no ser controlado, lleva a la muerte (American

Cancer Society).

Durante el afno 2006, alrededor de 800 mujeres murieron cada dia en
todo el mundo por cancer cérvico uterino, y cada dia 12 de esas muertes

ocurrieron en nuestro pais (OMS, e-salud.gob.mx, IMSS).

Al ser el cancer un problema serio de salud publica a nivel mundial, se
requiere de encontrar opciones terapéuticas y abatir el costo de los tratamientos
contra esta enfermedad, los cuales muchas veces son agresivos y algunos

tienen poca efectividad (Vargas y col., 2006).

Los productos naturales han contribuido en gran medida al tratamiento
contra el cancer. Alrededor de la mitad de los agentes anticancerigenos de uso
clinico son derivados de esta clase de productos (Cragg, G., 2005; da Rocha y
col., 2001).

Las ficobiliproteinas (FB) son un grupo de proteinas que funcionan como
pigmentos principales accesorios de las algas rojas y cianobacterias; dentro de
este grupo se encuentran la ficoeritrina, la ficocianina y la aloficocianina. Estas
son utilizadas en la industria alimentaria como colorantes, asi también en la
industria de cosméticos y, por sus caracteristicas fluorescentes, se utilizan
también en inmunodiagnéstico (Liu y col., 2005; Bermejo y col., 2002). Son

varios los estudios acerca de las propiedades de esta clase de proteinas.
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Vargas y col., en el 2006, realizaron una extraccion de FB a partir de
Pseudoanabaena y estudiaron el efecto in vitro de este extracto en dos lineas
de células de carcinoma cervicouterino, HeLa y Calo, y encontraron una
mortalidad celular del 43.5% y 88.8% respectivamente, en la dosis mas alta
empleada, y en ella habia: 0.24 mg/mL de ficoeritrina, 0.161 mg/mL de
ficocianina y 0.106 mg/mL. Por otra parte, Garcia y col., en el mismo afo,
estudiaron la actividad citotdxica in vitro de las ficobiliproteinas derivadas de
Spirulina maxima, utilizando células de la linea Hela para ese propésito, y
encontraron que concentraciones de ficocianina de 6.5x10 mg/mL produjeron

una mortalidad celular del 80% en esta linea celular.

Rhodosorus marinus es una microalga sobre la cual se han descrito
algunos estudios sobre fotosintesis y produccion de ficoeritrina (Molina y col.,
2007), pero no se han realizado estudios acerca de las propiedades
antiproliferativas de sus ficobiliproteinas. Esta microalga es cultivada en el
laboratorio de Biomoléculas de la Universidad de Sonora debido a su interés
biotecnolégico como fuente de proteinas fluorescentes y de la cual se extrae y
purifica ficoeritrina, por lo que representd una excelente oportunidad para
estudiar sus posibles efectos antiproliferativos sobre células cancerigenas. Es
por ésto que en el presente trabajo se estudio el efecto de la ficoeritrina,
obtenida de R. marinus, en la proliferacion de células de cancer de cérvix de la
linea Hela, teniendo también como antecedente los estudios recientes antes

mencionados.



ANTECEDENTES

Cancer

Se le llama Cancer a un grupo de aproximadamente 100 enfermedades,
que se caracterizan por una proliferacién y propagacion celular incontrolada.
Las células cancerigenas poseen dos propiedades: ellas y su progenie se
reproducen desafiando a las restricciones normales e invaden y colonizan
territorios normalmente reservados para otras células. Cuando la proliferacion
celular se encuentra fuera de control, dara lugar a un tumor, o neoplasma, el
cual es una masa creciente de células anormales, pero siempre y cuando estas
células neoplasicas se mantengan contenidas en una sola masa se dice que el
tumor es benigno y puedo ser removido quirurgicamente (Figura 1). Pero, si
estas células comienzan a invadir tejidos cercanos, se dice que es un tumor
maligno. Entre mas se diseminen estas células anormales a otros tejidos, es
decir, que haya metastasis, el cancer sera mas dificil de erradicar (American
Cancer Society, National Cancer Institute, Organizacion Mundial de la Salud;
Alberts, B., 1994).

Esencialmente el cancer es una enfermedad genética, ya que todas las
células cancerosas contienen alguna alteracién en la expresion genética, entre

las que se encuentran:
= translocaciones e inversiones cromosomales

= delecion o amplificacion de genes
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= duplicacion o pérdidas de cromosomas completos

» mutaciones puntuales

alteraciones que pueden presentarse por diversos factores, como son: externos
(tabaco, quimicos, radiaciones, organismos infecciosos) e internos (mutaciones
hereditarias, hormonas, condicion inmunolégica y mutaciones que ocurren por
el metabolismo). Las células normales, al llegar a ser adultas completamente
diferenciadas, pierden la capacidad de dividirse. Pero, debido a la interaccion
con estos factores, la célula recupera la capacidad para proliferar, y es cuando
se dice que la célula ha sufrido una transformacion maligna (Holland, 2003;

American Cancer Society).

Los diferentes tipos de cancer se clasifican de acuerdo al tejido y al tipo

celular del que surgen:
= Carcinomas: provienen de células epiteliales
= Sarcomas: provienen de células musculares o tejido conectivo

= Leucemias: provienen de células hemopoyéticas y del sistema

nervioso

y también toman el nombre del érgano donde se origin6 como por ejemplo:
cancer de cérvix, leucemia linfocitica, entre otros muchos ejemplos (American
Cancer Society; Alberts, 1994).

Muchos canceres pueden ser prevenidos al evitar la exposicion con
factores de riesgo, como los antes mencionados y ademas, una proporcion
significante de casos pueden ser curados, principalmente si son detectados a

tiempo, mediante radioterapia, cirugia o quimioterapia (OMS).



Cancer y su Estadistica

El INEGI, en sus estadisticas con motivo del Dia Nacional contra el
Cancer, reportd que el 12.9% de las defunciones generales (ambos sexos)
ocurridas durante el 2006 fueron debido a tumores malignos, siendo la tercera
causa de mortalidad en México, con 63,888 muertes en ese afo (INEGI).

En el 2007, se estim6 que aparecerian 12 millones de nuevos casos de
cancer alrededor del mundo y 7.6 millones de muertes (20,000 diarias)
ocasionadas por el mismo padecimiento. Para el 2050, se estiman en 27
millones los nuevos casos y 17.5 millones de muertes por esta enfermedad.

(American Cancer Society, OMS).

Durante 2006, alrededor de 800 mujeres murieron cada dia en todo el
mundo por cancer ceérvico uterino, y cada dia 12 de esas muertas ocurrieron en
nuestro pais. Segun la OMS, en 2002 la tasa de mortalidad en México era del
24%, y esta cifra se redujo a 12% en 2005. Aun cuando la tasa de mortalidad en
la ultima década ha ido en descenso, este padecimiento persiste como un
problema de salud publica, ésto probablemente porque a pesar de que sea
totalmente prevenible, a través del Papanicolau, permanece como una de las

principales causas de muerte por cancer (OMS, e-salud.gob.mx, IMSS).



Productos Naturales como Antiproliferativos

Se llama producto natural a aquel compuesto que se encuentra en la
naturaleza o que es producido por ella. Entre ellos, se encuentran compuestos
como: carbohidratos, proteinas, lipidos, acidos nucleicos, aminoacidos,
terpenos, entre otros. Muchos agentes farmacéuticos, alrededor del 60%, son
productos naturales provenientes de fuentes naturales como plantas, animales,
organismos marinos asi como de microorganismos. Estos productos han
contribuido en gran medida al tratamiento contra el cancer. Alrededor de la
mitad de los agentes anticancerigenos de uso clinico son derivados de esta
clase de productos. (Cragg, G., 2005; da Rocha y col., 2001

Productos Naturales de Origen Marino

Alrededor del 70% de la superficie terrestre se encuentra cubierta por
océanos, en los cuales habita una enorme diversidad de plantas y animales, la
cual se estima en alrededor de 2 millones de especies. Los compuestos de
origen marino son diversos en estructura, desde péptidos lineales hasta
complejos macrociclicos, azucares, terpenoides entre otros. Muchos de estos
compuestos han sido producidos por las especies marinas como mecanismos
de defensa, al encontrarse en un ambiente densamente poblado y estar en
competencia con otras especies, al igual que para protegerse de depredadores.
Al ser liberados al agua, estos compuestos requieren ser muy potentes para
que, al ser diluidos, no pierdan su efectividad. Ademas, la variedad de

condiciones ambientales que se encuentran en los océanos como son:
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temperatura, que van desde las temperaturas congelantes hasta los 350C,
presiones desde 1 atmdsfera hasta las 1000 en las zonas abismales, asi como
regiones donde se tiene acceso a la luz solar y zonas en las que no lo hay, son
factores que han contribuido a la diversidad de estos productos naturales
(Haefner, B., 2003; Kumar y col., 2004; Jimeno y col., 2004; Simmons y col.,
2005; Rawat y col., 2006; Adrian, T., 2007; Banerjee y col., 2008).

En la actualidad, tanto el desarrollo en las tecnologias para la
acuacultura como el estudio de las profundidades marinas han contribuido al
creciente interés en explorar el océano como una fuente potencial de nuevos
anticancerigenos, debido a la enorme biodiversidad presente en el mundo
marino (Schwartsmann y col., 2003; Adrian, T. 2007).

Es muy amplia la gama de compuestos activos que han sido aislados de
animales y plantas marinas (alrededor de 14,000), de los cuales un gran
numero de péptidos han exhibido actividad biolégica potente y varios de estos
compuestos han mostrado actividad anticancerigena prometedora (Haefner, B.,
2003; Kumar y col., 2004; Jimeno y col., 2004; Simmons y col., 2005; Rawat y
col., 2006; Adrian, T., 2007; Banerjee y col., 2008;).

Algunos ejemplos de compuestos aislados de fuentes marinas son:
Aplidina, con actividad inhibitoria del crecimiento y antiangiogénica (Adrian, T.,
2007); Didemnina, primer péptido obtenido de fuente marina en ser utilizado en
terapias contra cancer (Rawat y col., 2006). Martinez y col. estudiaron extractos
de tejidos de ascidias sobre varias lineas tumorales: SKBR3 (mama), H-116
(colorrectal), A-549 (pulmén) y PSN-1 (pancreas), mostrando un efecto

antiproliferativo significativo.

También las algas son una fuente potencial de diversos compuestos

bioactivos, como son compuestos antioxidantes y antiproliferativos.



Ficobiliproteinas

Las FB son un grupo de cromoproteinas hidrosolubles, sintetizadas en
los ficobilisomas, que funcionan como pigmentos principales accesorios de las
algas rojas, cianobacterias (algas azul-verdosas) y criptomédnadas, recolectando
luz solar y transfiriendo energia durante el proceso fotosintético. Las FB se
clasifican en 4 grupos principales: ficoeritrina, ficocianina, aloficocianina y
ficoeritrocianina. Estas proteinas tienen la caracteristica de absorber en un
rango de 200 nm del espectro visible, lo que las hace mas efectivas que la
clorofila a en el proceso de absorcion de luz (Samsonoff y col., 2001; Viskari y

Colyer, 2003; Isailovic y col., 2004; Isailovic y col., 2006).

Estructura de las Ficobiliproteinas

Su estructura consta de un complejo formado por proteinas y un grupo
cromoforo. Estos cromoforos, llamados ficobilinas por su similitud estructural a
los pigmentos biliares, estan formados por un grupo prostético tetrapirrolico
lineal el cual se une covalentemente a residuos de cisteinas especificas de la
proteina, mediante enlaces tioéter, como se muestra en la figura 2 (Jiang y col.,
2001; Ma y col., 2002; Viskari y Colyer, 2003; Isailovic y col., 2004; Soni y col.,
2006). Las ficobilinas se clasifican en: ficoeritrobilina, ficocianobilina,
ficoviolobilina y ficourobilina. Las ficobiliproteinas toman su nombre de acuerdo
al numero y especies de ficobilinas que contenga en su estructura. La

interaccidn entre las ficobilinas y las cadenas peptidicas es lo que brinda a cada



H
s Y= N=— Ly — CO=—=NH-rr~

Ficocianobilina unida a péptido

H
ArrOC—N—Cya— CO—NHwas

Ficourobilinaunida a péptido

Figura 2. Ficobiliproteinas. (Viskari y Colyer, 2002).
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ficobiliproteina su absorcion y fluorescencia caracteristica (Jiang y col., 2001,
Viskari y Colyer, 2002; Isailovic y col., 2004).

Esta unién entre las cadenas peptidicas y las ficobilinas (que pueden ser
una o varias ficobilinas unidas a los péptidos) se denominan como subunidades
a (alfa), B (beta) y y (gama), ésta ultima presente solo en ficoeritrina. Estas
subunidades se encuentran en forma de mondmeros a/f3, para después formar
trimeros (a/B)s (ficocianina y aloficocianina) o hexameros (a/f)s (ficoeritrina),
donde en el caso de la Ficoeritrina, la unidad y se encuentra en el centro del
hexamero, (a/B)sy (Jiang y col., 2001; Ma y col., 2002; Viskari y Colyer, 2002;
Isailovic y col., 2004; Zhao y col., 2006). En la tabla | se muestran los pesos
moleculares asi como las longitudes de onda de absorcién y de emision de

cada una de las ficobiliproteinas.

Aplicaciones de las Ficobiliproteinas en la Industria y en la Medicina

Estas proteinas han mostrado una colorida, estable y alta fluorescencia,
por lo que han sido ampliamente utilizadas conjugadas con anticuerpos
(inmunoensayos asi como en marcaje celular), en microscopia de fluorescencia
y tienen posible uso como fotosensibilizador en la terapia fotodinamica de
tumores (Ma y col., 2002; Isailovic y col., 2004; Soni y col., 2006). Son utilizadas
también en la industria alimentaria como colorantes, asi también la industria de

cosmeéticos (Bermejo y col., 2002; Viskari y Colyer, 2003; Liu y col., 2005).

Son varios los estudios acerca de las propiedades de esta clase de
proteinas, tal es el caso de Pifiero y col. en el 2001. Ellos realizaron la
purificacion de ficocianina de la alga planctonica Spirulina platensis. Durante el

11



Tabla |. Caracteristicas fisicas generales de las principales ficobiliproteinas

(Kronick, 1986; Viskari y Colyer, 2003; Isailovic y col., 2004).

Ficoeritrina Ficocianina  Aloficocianina
Estructura (a/B)sy (a/B)s (a/B)s
Peso molecular = 240 kDa = 72 kDa =~ 110 kDa
Absorcidon Amax (nm) 540-570 610-620 650-655
Fluorescencia Amax (nm) =575 = 643 = 660

12




proceso de purificacién obtuvieron 4 fracciones, a las cuales se les evalud su
actividad antioxidante, encontrando que esta actividad se incrementa

proporcionalmente a la concentracién de ficocianina presente en las fracciones.

Dos anos después, trabajando con ficocianina de esta misma alga y con
la linea tumoral murina BC-8, Pardhasari y colaboradores encontraron que la
ficocianina incrementaba los niveles intracelulares de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y a su vez los niveles de expresion de Bcl-2, que son proteinas
que disminuyen la produccion de ROS, se vieron disminuidos, provocando

muerte celular por apoptosis.

Los efectos antiproliferativos de la alga roja Gelidium amansii fueron
estudiados en el 2004, por Cheng y colaboradores, utilizando para ello
diferentes extractos de la misma: extracto en PBS (Solucién amortiguadora de
fosfatos), extracto en metanol y un extracto del agar. Utilizaron las lineas
celulares Hepa-1 (hepatoma murino), HL-60 (leucemia humana) y la linea
normal NIH-3T3 (fibroblasto embrionario murino), encontrando que los extractos
utilizados tenian un efecto antiproliferativo significativo en la linea Hepa-1 y en
NIH-3T3, es decir, presentaba citotoxicidad hacia las células normales. En el

caso de la linea HL-60 no se obtuvo un efecto en la proliferacién.

Athukorala y col., en el 2006, estudiaron la alga marron Ecklonia cava,
realizando ensayos de proliferacién con el extracto original, una fraccion de
polisacarido crudo y una segunda fraccidon pero de compuestos fendlicos.
Encontraron que estas 3 mezclas tenian un efecto antiproliferativo significativo
en las lineas celulares CT-26 (cancer de colén murino), THP-1 y U-937 (ambas
lineas de leucemia humana), B-16 (melanoma murino), pero no mostraron un
efecto citotdxico significativo al utilizar una linea normal como control (linea
celular V-79-4, proveniente de fibroblastos pulmonares de hamster). Lins y

colaboradores, en el 2008, estudiaron las propiedades de polisacaridos
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sulfatados de la alga roja Champia feldmannii, encontrando un efecto
antitumoral in vivo contra el tumor de Sarcoma 180. En el 2009, Shih y
colaboradores estudiaron las propiedades anti-inflamatorias y anti-
hiperalgésicas de la C-ficocianina de Spirulina platensis, encontrando que
disminuye la hiperalgesia, aparentemente, segun su hipotesis, a través de la
disminucion de la produccion de oxido nitrico y PGE; (Prostaglandina Ej).

Rhodosorus marinus y Ficobiliproteinas

Rhodosorus marinus es una microalga roja, cosmopolita, unicelular, que
mide entre 4.5 y 11.5 ym de diametro (Wilson y col., 2002). En la figura 3 se
muestra una fotografia de la misma. Se han descrito algunos estudios sobre
fotosintesis y produccién de ficoeritrina (Molina y col., 2007) de esta microalga,
asi como un estudio de extractos insolubles en etanol de varias algas, donde
encontraron que R. marinus posee cierta actividad antialergénica (Fujitani y col.,
2001), pero de la cual no se han realizado estudios acerca de las propiedades

de sus ficobiliproteinas.

Para poder estudiar las caracteristicas de una proteina, asi como sus

propiedades, es necesario, como primer paso, su purificacion.
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Figura 3. Rhodosorus marinus (The Culture Collection of Algae, UTEX)
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Purificacion de Ficoeritrina

La microalga R. marinus puede ser cultivada en el laboratorio utilizando
agua proveniente del mar, previamente filtrada y esterilizada mediante un
proceso quimico con hipoclorito de sodio al 10% y tiosulfato de sodio. Después
de este proceso, se adiciona al agua ya esterilizada, medio de cultivo
Erdschreiber, el cual contiene nutrientes mayores (fosfatos y nitratos) asi como

metales trazas (Enriquez, 2006; Basaca, 2006).

Ya que se obtiene suficiente biomasa, se procede a obtener la proteina,
mediante precipitaciones con sulfato de amonio para después realizar
diferentes pasos cromatograficos para la purificacion de la ficoeritrina.

Cromatografia

Los métodos cromatograficos se basan en la velocidad de
desplazamiento diferencial de las moléculas que conforman una mezcla al ser
arrastrados por una fase movil, la cual puede ser liquida o gaseosa, a través de
una fase estacionario, misma que puede ser liquida o sélida, como se muestra

en la figura 6 (Valcarcel, 1988).

Esta separacion de compuestos va a depender de varias
caracteristicas de cada molécula: solubilidad, adsorcién, volatilidad, tamanio,
carga, reactividad quimica o bioquimica, entre otras. Es muy poco probable que
dos moléculas distintas presenten las mismas propiedades fisico-quimicas ante
un sistema cromatografico dado, es en esto en lo que se fundamenta la

separacion cromatografica (Valcarcél, 1988).
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Son varios procesos diferentes de cromatografia los que existen. Basaca,
durante su tesis de doctorado en el laboratorio de Biomoléculas del
Departamento de Investigaciones Cientificas y Tecnolégicas de la Universidad
de Sonora (DICTUS), empled 3 procesos de cromatografias para la obtencion y

purificacion de Ficoeritrina:

o Cromatografia de filtracion en gel: realiza separaciones en base al

tamafo molecular de las particulas en la mezcla.

o Cromatografia de Intercambio l6nico: las proteinas se separan en

base a su carga neta.

o Cromatografia Liquida de alta resolucion: se basa en diferentes
tipos de interacciones quimicas entre las substancias analizadas y

la columna cromatogréfica.

mismos procesos que seran utilizados para la purificacion de esta proteina para

el presente trabajo.

Ensayos de Proliferacion Celular

La proliferacién celular, asi como la caracterizacion de agentes que
promuevan o retarden la misma, es sumamente importante en el estudio de
nuevos compuestos con uso potencial como medicamento. Algunos de los
métodos mas utilizados para la evaluacion de la proliferacién celular son: 5-
Bromodeoxiuridina, Timidina Tritiada, citometria de flujo (éster de

carboxifluoresceina diacetato succinimidil) y el ensayo de MTT.
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La 5-Bromodeoxiuridina (BrdU) es un analogo halogenado de la timidina
que se integra permanentemente en el ADN de las células en division durante la
sintesis de ADN en la fase S del ciclo celular. EI BrdU puede ser detectado
inmunocitoquimicamente in vivo e in vitro, permitiendo la identificacion de las
células que se encontraban dividiendo durante el periodo de exposicion al
BrdU. El BrdU revela detalles de la morfologia nuclear celular, sin embargo no
es un marcador confiable del numero de divisiones por las que ha pasado la
célula (Stewart y Azam, 1999).

La Timidina tritiada (3H-Timidina) ha sido ampliamente utilizado para
ensayos de proliferaciéon de bacterias y células. Es un compuesto radioactivo
utilizado a menudo en el estudio y localizacion de ADN. La timidina es una base
soluble, la cual es especifica para el ADN. Se incorpora en la estructura
macromolecular del ADN durante la sintesis y replicacion de los cromosomas.
Es un método sensible, directo y cuantitativo, pero presenta muchas dificultades
al manejarlo debido a su naturaleza radioactiva (Stewart y Azam, 1999).

El éster de carboxifluoresceina diacetato succinimidil (CFDA-SE) es un
reactivo muy efectivo para el estudio y seguimiento del progreso de division de
las células en proliferacion. Atraviesa pasivamente la membrana celular y se
une covalentemente a los grupos amino libres de las macromoléculas
intracelulares. Esterasas enddgenas citoplasmaticas remueven los grupos
carboxil, convirtiendo al CFDA-SE no fluorescente a CFSE fluorescente.
Durante la division celular, el CFSE se distribuye uniformemente entre las
células hijas. Cada division celular reduce la intensidad de la fluorescencia de
las células hijas por la mitad en el analisis por citometria de flujo. (Lyons y col,,
1994; Lyons, B., 2000; Wang y col., 2005).

El método de MTT es utilizado en la determinacidon cuantitativa de la

activacién y proliferaciéon celular. Consiste en la reduccion de sales de
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tetrazolium dada por la proliferacion celular. Esta sal es reducida por las células
metabdlicamente activas, en las mitocondrias, en parte por accion de las
enzimas deshidrogenasas, para generar equivalentes reductores como NADH y
NADPH. El purpura formazan intracelular resultante de esta reduccion puede
ser solubilizado y cuantificado por método espectrofotométrico en un lector de
microplacas. Este método tiene la ventaja de ser de bajo costo, rapido y no hay

manejo de material radioactivo (Mossman, T., 1983; Bounous y col., 1992).

Este Gltimo método fue el elegido para la evaluacién del efecto de la B-
ficoeritrina en la linea celular HelLa, por sus caracteristicas antes mencionadas

y se contaba con lector de microplacas.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo de Rhodosorus marinus

La cepa de la microalga roja Rhodosorus marinus fue adquirida a través
de la coleccion de algas de la Universidad de Texas (UTEX, Austin, Texas). El
medio Erschreiber fue el utilizado para el cultivo de Rhodosorus marinus, medio
recomendado por el proveedor, y con modificaciones realizadas por Basaca
(tesis en proceso, 2009). En la tabla Il se muestran los compuestos y sus
concentraciones para la preparacion de soluciones madre requeridas para la
preparacion de medio de cultivo Erschreiber, y en la tabla Il se indican los
volumenes necesarios de cada una de ellas. La microalga se cultiva
inicialmente en tubos de ensaye de 10 mL, hasta finalmente la obtencion de la
biomasa de los garrafones (12 L), se requieren de dos a tres semanas para
obtener alrededor de 5 g por 12 litros. El cultivo se va realizando mediante
escalonamientos: se parte del crecimiento en tubo de ensaye, lo cual dura
aproximadamente 3 semanas, para después pasar su contenido a un volumen
mayor, de 100 mL. Transcurridas 2 semanas, las microalgas que han crecido en
el matraz son vertidas a un garrafén, conteniendo 12 L de medio de cultivo, en
el que tardan aproximadamente 3 semanas en crecer para dar un aproximado
de 5 gramos de biomasa liofilizada, siempre y cuando las microalgas se
encuentren en fase exponencial. Todos estos pasos de cultivo se realizan a 25
°C, a temperatura ambiente. Cuando las microalgas se encuentran en el
garrafén, se hace uso de bombas de aire y de aireadores para la oxigenacion

del agua. Es necesaria la esterilizacion del agua de mar previa a la
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Tabla Il. Soluciones madre de Nutrientes mayores, metales traza y vitaminas
requeridas para la preparacion de medio Erschreiber (UTEX; Basaca, G., 2006)

Constituyentes Férmula Concentracion
Nutrientes mayores gr/ 10 mL de agua destilada
Nitrato de sodio NaNO3 0.2
Fosfato de sodio monobdsico | NaH2PO4-H,O 0.03
Solucion de metales traza mg/1000 mL de agua destilada
Cloruro férrico FeCls-:6H,0 97
Cloruro manganoso MnCl,-4H,0 41
Cloruro de zinc ZnCl, 5
Cloruro de cobalto CoCly-6H,0 2
Molibdato de Sodio NasMoO4-2H,0 4
Solucion de vitaminas mg/100 mL de agua destilada
Tiamina C12H47N4OS 20
Biotina C10H16N2OS 1
Cianocobalamina (B12) Ce3HgsCoN14P 10
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Tabla lll. Preparacion del medio de cultivo Erschreiber

Solucion madre Volumen por litro de medio Erschreiber

Nitrato de sodio 10 mL
Fosfato de sodio monobasico 10 mL
Metales traza 12 mL
Vitaminas 1mL
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realizacion de los cultivos, asi como de las soluciones utilizadas. Al realizar el
cultivo de la cepa en los tubos de 10 mL y en los matraces de 100 mL, el agua

de mar puede ser esterilizada en autoclave, ya que es un volumen pequeio.

Una vez que se requiera agua de mar estéril para los garrafones, se
puede proceder a una esterilizacion quimica, utilizando hipoclorito de sodio al
5%, dejando que reposar el agua con el cloro por 24 horas. Transcurrido ese
periodo de tiempo, es necesaria la inactivacion del cloro, ésto se logra
agregando tiosulfato de sodio (150 mg/l), la misma cantidad que se agregd de

cloro, y dejar reposar por otras 24 horas (Enriquez, E., 2006; Basaca, G., 2006).

Obtencion de Biomasa de Rhodosorus marinus

Una vez logrado el crecimiento esperado de la microalga Rhodosorus
marinus, se procedio a la obtencién de la biomasa, para lo cual se dejé reposar
el cultivo alrededor de 2 horas hasta que la mayor parte de las células
sedimentaron. Se elimind por aspiracion el sobrenadante, con la ayuda de una
manguera limpia, para después centrifugar el sedimento obtenido, con el fin de
eliminar toda el agua posible. Esta centrifugacion se realizé a 3000 r.p.m.
(Eppendorf™, modelo 5804R) durante 5 minutos. Se llevé a cabo un lavado de
la biomasa con agua destilada, con el fin de eliminar las sales residuales
provenientes del agua marina para cultivo, y se utilizaron las mismas
caracteristicas de centrifugacion antes mencionadas. Una vez lavada la
biomasa, se procedid a congelarla a -20°C para después liofilizarla, utilizando el
sistema Freezone 6 Plus de Labconco™. Ya obtenida vy liofilizada la biomasa,
se continué con el proceso de purificacion (Enriquez, E., 2006; Basaca, G.,

2006).
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Precipitacion de Proteinas de R. marinus

Para la realizacion de la precipitacion de proteinas de R. marinus, se
utilizaron aproximadamente 4 gramos de biomasa liofilizada. Esta biomasa fue
resuspendida en buffer de fosfatos/NaCl (0.010 M de Na;HPO,4, 0.1 M NaCl, pH
7.0), previamente refrigerado. La muestra se coloco en un mortero y después se
metié a un congelador hasta que estuviera a punto de hielo. Ocurrido ésto, se
procedi®6 a moler la muestra, para después agregarla en un vaso de
precipitados y sonicarla en frio durante 30 minutos. Transcurrido el tiempo de
sonicacion, se realizé una centrifugacion, a 5000 r.p.m., a 4T, y por 10 minutos
para después filtrar los sobrenadantes obtenidos a través de papel Whatman de
poro 1 uM, o en filtros de fibra de vidrio, descartandose todo el precipitado
(Rossano y col., 2003; Enriquez, E., 2006; Basaca, G., 2006).

Para la precipitacion proteica, se hicieron dos saturaciones con Sulfato
de amonio ((NH4):SO4, Sigma™) en dos pasos: una primera precipitacion al
40% seguida de otra precipitacion pero al 60%. En la primera precipitacion (al
40%), se agrego el sulfato de amonio al sobrenadante filtrado, con agitacion
constante, a 4C y se mantuvo bajo esas condiciones durante 3 horas. Se llevo
a cabo una centrifugacién de la muestra a 3000 r.p.m., a 4T y por 10 minutos,
descartando el precipitado. Al sobrenadante obtenido se le agregd nuevamente
sulfato de amonio (precipitacion al 60%), y se dejo en agitacion por 12 horas,
también a 4°C. Transcurridas las 12 horas, la muestra fue centrifugada en las
mismas condiciones antes mencionadas. Se descarté el sobrenadante y el
precipitado se resuspendié en 30 mL de buffer de fosfatos (Enriquez, E., 2006;
Basaca, G., 2006).
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Cromatografia de Filtracién en Gel

Para la desalaciéon de la muestra, se llevé a cabo una cromatografia de
exclusién por tamafo, utilizandose para ello una columna de 30 cm por 3 cm,
teniendo como matriz Sephadex G-25 (Sigma™), hidratada con solucion
reguladora Na;HPO4.H,O 0.010 M y 0.1 M de NaCl (Sigma™) a pH 7, misma
que fue empleada como fase maovil. La columna se conectdé a un sistema de
bomba peristaltica de flujo variable (VWR™), con flujo constante de 1 mL/min.
Se realizaron recolecciones de 3 mL cada una. Una vez obtenidos las
fracciones, se realiz6 una lectura de absorbancia a 280 nm (UV/VIS) a cada una
de ellas. Las fracciones que mostraron absorbancia, se mezclaron para
posteriormente realizar Cromatografia de Intercambio Iénico en Q-Sepharosa
(HiPrep™ 16/10 Q XL, Supelco)

Cromatografia de Intercambio Iénico

Una vez mezcladas las fracciones que presentaron absorcion a 280 nm,
se llevé a cabo cromatografia de intercambio i6nico a esta mezcla. La columna
utilizada para ello fue de Q-Sepharosa, equilibrada con buffer de fosfatos
(NagHPO4.H20 0.010 My 0.1 M de NaCl a pH 7). Para la elucién se emplearon
las siguientes soluciones amortiguadoras: 10 mM de Na;HPO4.H20O, 0.10 M de
NaCl, 10 mM de Na;HPO4.H;0, 0.25 M de NaCl y 10mM de Na;HPO,4.H,0, 0.5
M de NaCl. Para la obtencién de la separacion de las diferentes fracciones, se
utilizaron 40 mL de cada uno de las soluciones amortiguadoras, de menor a
mayor fuerza ionica. Se recolectaron fracciones de 1 mL, con flujo constante de
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1 mL/min, y se analizaron por medio lecturas de absorbancia a 280, 545, 610 y
650 nm, absorbancias caracteristicas de proteinas, ficoeritrina, ficocianina y

aloficocianina respectivamente.

Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon

Se llevé a cabo con una Columna Zorbax GF-250 (0.94 x 25 cm,
Agilent™), la cual se pre-equilibré con un buffer de fosfato 0.01 M conteniendo
0.1M de NaCl y permanecié a 25 °C. La muestra fue filtrada con membrana de
poro de 0.2 micras, previo a su inyeccion en un loop de 2 mL. La columna se
eluyé con el mismo buffer, con un flujo de 0.5 mL/min y las fracciones se
recolectaron a los 18 minutos posteriores a la inyeccion de la muestra, en
volumenes de 1 ml, es decir, cada 2 minutos. Se utilizo el sistema HPLC de

Agilent serie 1100.

Determinacion de Pureza de Ficoeritrina

Para conocer la pureza de la ficoeritrina obtenida, se realizaron lecturas
de absorbancia a 545 y 280 nm de cada una de las fracciones obtenidas de
HPLC. Mediante el calculo:

Ass5/As80 = Pureza de Ficoeritrina

se determiné el grado de pureza para cada fraccion, donde la absorbancia a

545nm (Asss) representa la concentracion de B-ficoeritrina, y la absorbancia a
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280nm (Aygo) indica la concentracion total de proteinas en la solucion (Bermejo
y col., 2002; Liu y col., 2005). Las fracciones que resultaron con Asss/Agso > 4 se

consideraron soluciones ricas en B-ficoeritrina (Bermejo y col., 2003).

Determinacion de Proteina

La concentracion proteica fue determinada utilizando el método de
Bradford. El método se basa en la formacion de un complejo entre las proteinas
y el colorante Azul Brillante G, lo que provoca un cambio en la absorbancia del
colorante, de 465 a 595 nm (Sigma™). Se utiliz6 el protocolo para placas de 96
de pozos, ya que requiere poca cantidad de muestra (5 uL). El reactivo de
Bradford fue llevado a temperatura ambiente antes de ser utilizado, con previa
agitacion suave. Se prepararon estandares de proteina, utilizando buffer de
fosfatos y estandar de albumina sérica bovina (o algun equivalente), entre el
rango de 0.1 y 1.4 mg/mL (utilizar alrededor de 5 concentraciones). Se agregan
5 uL de cada uno de los estandares de proteina en cada pozo por separado. En
los pozos que fueron utilizados como blanco se agregaron 5 yL de buffer en
lugar del estandar. La muestra problema fue preparada con una concentraciéon
aproximada entre 0.1 y 1.4 mg/mL. Una vez preparadas las muestras, se
agregaron 250 uL del reactivo de Bradford a cada pozo con los estandares de
proteina, muestra problema y blanco. Se hizo por triplicado cada uno de los
pozos. Una vez agregado el reactivo de Bradford, se colocé la placa en un
shaker por alrededor de 30 segundos para mezclar el contenido de los pozos.
Las muestras se dejaron incubar a temperatura ambiente de 5 a 45 minutos (el
complejo colorante-proteina es estable hasta por 60 minutos). Transcurrido el

tiempo de incubacién se leyd la absorbancia de los pozos en un lector de
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microplaca a 592nm. Se graficé la absorbancia neta vs la concentracidon
proteica. La concentracion proteica de la muestra problema se determiné

comparando su valor de Asgs contra la curva estandar.

Cultivo Celular

Se utilizé la linea celular HeLa (CCL-2), la cual proviene de
adenocarcinoma de cérvix, y que fue obtenida en American Type Culture
Collection (ATCC). Las células se mantuvieron en botellas de cultivo de 25 cm?
en Medio Eagle Modificado de Dubelcco (DMEM, Sigma™), mismo que se
suplementd al 10% con suero fetal bovino (Gibco™), previamente inactivado
mediante calentamiento, y con antibiéticos: Penicilina (10,000 unidades/mL,),
Estreptomicina (10 mg/mL) y Gentamicina (50 mg/mL), todos de la marca
Sigma™. Se incubaron con una atmésfera de CO; al 5%, a 37C y con una
humedad relativa del 90%.

Ensayos de Proliferacion Celular

Para la obtencién de las células, fueron despegadas de las botellas de
cultivo utilizando Tripsina (Sigma™), se incubd por 5 minutos para después ser
aspiradas de la botella y se colocaron en un tubo cénico de 50 mL, donde se les
agrego 10 mL de medio DMEM, suplementado al 10% con suero fetal bovino,
ésto para inactivar a la tripsina remanente. Se centrifugaron por 10 minutos, a
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4C y 3000 r.p.m., el botdn celular se resuspendid con 5 mL de medio para
posteriormente ser contadas en una camara de Neubauer (Hematocitometro)
utilizando, para la observacién de la viabilidad celular, el colorante supravital
Azul de Tripano (Sigma™) en diluciéon 1:10. La viabilidad requerida para el
ensayo celular es del 95%.

Una vez ajustada la concentracién de la suspension celular a 2x10°
células/mL, se procedié a sembrarlas en placas de cultivo de 96 pozos planos
(Corning). Las células fueron incubadas a 37C, 5%, humedad relativa del 90%
durante 24 horas, ésto para permitir su adherencia al fondo de cada uno de los
pozos y asi formar una monocapa celular. Transcurrido este periodo, fueron
agregados cada uno de los controles, asi como cada una de las
concentraciones de B-ficoeritrina a probar. Es importante colocar pozos con
controles sin células, es decir, solo con medio de cultivo y con los tratamientos
a probar. Estos controles deben de tener las mismas cantidades de medio y
tratamientos que los que tienen células, ésto es para que, al analizar los datos,
se resten las absorbancias que tienen los compuestos por si solos, y que ese
dato no interfiere en la absorbancia provocada por el metabolismo celular.

Después de 48 horas posteriores a la colocacion de los controles y de la
B-ficoeritrina, se evalud la proliferaciéon celular utilizando el método de MTT
(Mossman, 1983). La sal de MTT (Sigma™) fue disuelta previamente en una
solucion reguladora de fosfatos (PBS), quedando con una concentracion final
de 5 mg/mL. Se agregaron 15 pyL a cada uno de los pozos después de las
incubaciones anteriores. Después de transcurridas 4 horas, se adiciond
isopropanol acidico (150 uL), para disolver los cristales de formazan, y se leyé
la absorbancia a 570-655 nm. Cada uno de los ensayos se realiz6 por triplicado
(Cheng y col. 2007).

29



Analisis Estadistico

Se utilizé6 el paquete NCSS97 (NCSS, Kaysville, UT, USA) para el
analisis estadistico. Los datos se presentan como media £ SD. Los datos fueron
transformados utilizando el arcoseno de la raiz cuadrada de cada uno de los
datos, los cuales mostraban normalidad, por lo que se realizd prueba de
ANOVA de una via, donde se demostré una diferencia entre grupos. Para
finalizar, se realizd prueba de Tukey-Kramer, para determinar las diferencias
entre cada grupo experimental. La diferencia entre los grupos fue

estadisticamente significativa cuando el valor de P > 0.05.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Para realizar la evaluacion del efecto de la ficoeritrina sobre la
proliferacion celular, se llevd a cabo el cultivo de la microalga roja Rhodosorus
marinus, como fuente de la proteina antes mencionada, y el cultivo de la linea

celular HeLa (CCL-2), proveniente de adenocarcinoma de cérvix.

Obtencion de Biomasa de la Microalga Rhodosorus marinus

Para el cultivo de microalgas, a partir de la cepa crecida en matraces
Erlenmeyer, se requiri6 alrededor de 3 semanas para obtener suficiente
biomasa de cada uno de los garrafones. Para obtener 5 gramos de biomasa
liofiizada se requirid las microalgas de dos garrafones. El cultivo de

Rhodosorus marinus se realizé de manera continua.
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Purificacion de B-ficoeritrina

Una vez obtenido el extracto crudo (sonicacién y filtracion de la biomasa),
se procedi6 a la realizacion de precipitaciones con sulfato de amonio al 40% y
al 60%, ésto para la obtencién de la mezcla de ficobiliproteinas (ficocianina,
ficoeritrina y aloficocianina). Durante la primera precipitacion (40%), se
obtuvieron aproximadamente 150 mL de solucidén, mientras que en la segunda
(60%) se obtuvieron 160 mL, en ambos el extracto poseia un color azul-violeta.
Una vez obtenida esta ultima solucién, se centrifugd, se descarto el
sobrenadante, y la proteina obtenida se resuspendido en 30 mL de buffer de

fosfatos.

En la cromatografia en Sephadex G-25, se hicieron recolecciones de 3
mL, desde el momento en que se colocé la muestra sobre la cama de
Sephadex. Se realizaron lecturas de absorbancias a 280 nm para saber si
existia la presencia de proteinas en cada una de las fracciones, encontrando
que las proteinas aparecian a partir del volumen 11 de elucién, es decir, se
recolectaron 33 mL de volumen muerto (sin absorbancia en los 280 nm)
después de colocada la muestra. Se obtuvieron un total de 20 fracciones con
proteinas, con las cuales se realizé un pool y un barrido espectral, de 250 a 700
nm. En la figura 4 se observa la grafica de este barrido. Se calculé la pureza de
la ficoeritrina del pool y resultd ser de aproximadamente 1.24 en cada una de
las purificaciones que se realizaron, lo que indica la presencia de proteinas
contaminantes. Después de concluida la cromatografia en Sephadex G-25, se

procedi6 a llevar a cabo cromatografia de intercambio ionico.
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Figura 4. Barrido espectral después de cromatografia en G-25. En la grafica se
pueden observar varios picos de absorcion: a 280 nm (proteinas en general),
545 y 565 nm (B-ficoeritrina), 610 nm (ficocianina), 650 nm (aloficocianina) y un

hombro alrededor de 498 nm (B-ficoeritrina).
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En la cromatografia de intercambio i6nico (Q-Sepharosa), las
recolecciones de las eluciones fueron de 1 mL. Al igual que en la cromatografia
con G-25, se realizaron lecturas de absorbancia a 280 nm a cada fraccion
obtenida, encontrando que a partir de la fraccion 20 existia la presencia de
proteinas, coincidiendo con la presencia de una coloracién azul en la misma
fraccion, color caracteristico de la proteina ficocianina. Una vez obtenidas todas
las fracciones con proteina, a cada una se le realizaron lecturas a 545, 610 y
650, siendo las absorbancias caracteristicas de ficoeritrina, ficocianina y
aloficocianina respectivamente. Las fracciones que presentaban absorbancias
muy elevadas de ficocianina y aloficocianina con respecto a ficoeritrina se
dejaban a un lado, haciendo un pool de solamente aquellas fracciones donde la

ficoeritrina era la proteina dominante.

En la cromatografia en columna Zorbax GF-250 (Agilent™) también se
hicieron lecturas a diferente longitudes de onda: 280, 545, 610 y 650 nm. Se
determind la pureza de la ficoeritrina en las fracciones obtenidas, utilizando la
férmula Asso/Azso, Obteniendo pools de Ficoeritrina con 4.3, 4.6 y 5.4 de pureza,
por lo que, segun Bermejo y colaboradores, en el 2003, estas soluciones
pueden considerarse como puras por ser ricas en B-ficoeritrina al tener un
indice de pureza mayor a 4. Se realizé un barrido espectral (250-700nm) del
pool de pureza de 5.4, mostrado en la figura 5, donde se pueden observar los
picos maximos de absorbancia caracteristicos de B-ficoeritrina, los cuales son a
545 y 565 nm aproximadamente, con un hombro a alrededor de los 498 nm. En
esta misma figura se compara el espectro obtenido en nuestra purificaciéon de
B-ficoeritrina de Rhodosorus marinus y el espectro obtenido por Bermejo y
colaboradores, en el 2002, para B-ficoeritrina obtenida de Porphyridium
cruentum. En la figura 6 se comparan las graficas de los barridos realizados al
pool obtenido de la cromatografia con G-25 y del obtenido después de haber
realizado el ultimo paso de purificacion (HPLC).
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Figura 5. Graficas de barridos espectrales de B-ficoeritrina purificada. En la
figura a) se muestra el barrido espectral de B-ficoeritrina obtenida de
Porphyridium cruentum por Bermejo y colaboradores en el 2002 y en la figura b)

el barrido espectral para B-ficoeritrina obtenida de Rhodosorus marinus en

nuestro laboratorio.
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Figura 6. Graficas de barrido espectral del producto de G-25 y HPLC. a) Grafica
del barrido espectral después de realizada la cromatografia en Sephadex G-25
(pureza de 1.24). b) Grafica del barrido espectral después de la cromatografia
por HPLC (pureza de 5.4).
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Ensayos de Proliferacion Celular

Primeramente se hizo un ensayo preliminar utilizando un rango amplio de
concentracion de ficoeritrina, para asi conocer las concentraciones 6ptimas de
la misma. Se decidié comenzar con dosis entre los 10 y 0.625 mg/mL, disuelta
en PBS. La pureza de la B-ficoeritrina utilizada fue de 4.6. Cada pozo se hizo
por triplicado y como grupo control hubo 3 pozos con células solo conteniendo
medio de cultivo. Después de 48 horas de incubacion, se utilizé el método de
MTT para la medicion de la proliferacion celular, con el que se obtuvo una

grafica de cinco puntos como se muestra en la figura 7.

Como se puede apreciar en la grafica mostrada en la figura 7, se observa
un efecto dosis-respuesta, teniendo un efecto antiproliferativo significativo (p <
0.05) en las cinco concentraciones utilizadas, pero el cual fue mayor en las
concentraciones de 10 y 5 mg/mL. En el caso de la concentracion de 2.5 mg/mL
graficamente se ve un efecto mayor en comparacién con las concentraciones
de 0.625, 1.25 mg/mL. Es por eso que se tomé la decisiéon de utilizar las
concentraciones de 10, 5 y 2.5 mg/mL para la realizacion de los ensayos

posteriores.

Después de conocer las concentraciones de B-ficoeritrina con las que se
iban a trabajar, se procedio a la realizacion de los ensayos de proliferacion.
Para ello se utilizaron 3 grupos controles: Células con medio de cultivo y PBS
como controles normales de crecimiento celular y Cis-Platino (Sigma™), como

control antiproliferativo.
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Figura 7. Ensayo Preliminar con B-ficoeritrina. En la grafica se muestran los
porcentajes de proliferacion para cada uno de los tratamientos. Las células
fueron incubadas por 48 horas con: 0.625, 1.25, 2.5, 5 y 10 mg/mL de B-

ficoeritrina. Letras diferentes representan una diferencia significativa (p < 0.05).
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El Cis-Platino (cis-Diclorodimamino Platino (ll), figura 8), ha sido
utilizado como un medicamento altamente efectivo en el tratamiento de algunos
tipos de cancer, como el testicular, de ovarios, cérvix, cuello y cabeza, y en
otros tipos de males como tumores de testiculos y de vejiga. Se Intercala en las
cadenas de ADN provocando asi la inhibicion de la transcripcion, activacion de
vias apoptoticas, formacion de especies reactivas de oxigeno, entre otras. Sin
embargo, a pesar de su efectividad contra varios padecimientos, presenta
efectos secundarios como ototoxicidad, dafo neuroldgico y nefrolégico siendo
este ultimo el mas grave (Price y col., 2006; Cho y col., 2007). Sigma-Aldrich
recomienda utilizar una concentracion de Cis-Platino 25 yM para ensayos
celulares, por lo que se decidié realizar una curva dosis-respuesta para
encontrar la mejor concentracién para las células con las que estariamos
trabajando (HelLa). Cada tratamiento se realizé por triplicado, tanto las células
control (solo medio) como las células con tratamiento. Después de analizados
los datos obtenidos del ensayo MTT, se obtuvo la grafica mostrada en la figura
9, donde en efecto, la concentracion de Cis-Platino 25 yM muestra ser un buen

candidato como control para los ensayos posteriores.
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Figura 9. Curva de proliferacion con Cis-Platino. En la grafica se muestran los
porcentajes de proliferacion para cada uno de los tratamientos. Las células
fueron incubadas por 48 horas con: 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 y 100 uM de Cis-
Platino.
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Una vez realizado el ensayo preliminar de proliferacion con B-ficoeritrina
y la curva de proliferacion con Cis-platino, y que con estos ensayos se
conocieran las mejores concentraciones de trabajo, se procedio a la realizacion
de los ensayos de proliferacion de B-ficoeritrina. De la misma manera que en el
ensayo preliminar, se colocaron 10 mil células por pozo, se dejaron adherir al
fondo de los pozos por 24 horas y se procedié a aplicar cada uno de los
controles (células con medio, PBS y Cis-platino) y la B-ficoeritrina en cada una
de las concentraciones a prueba. La incubacion fue de 48 horas, a 37 °C, 5%
CO, y 90% de humedad. Cada uno de los controles y tratamientos se realizaron
por triplicado. A las 44 horas de incubacién se agregé la sal de tetrazolium
(MTT), se dej6é incubar por otras 4 horas y se hizo la lectura en el lector de
microplaca a 570 y 655 nm. Se realizaron un total de 10 ensayos. Obtenidas las
absorbancias, se procedié a transformarlas en porcentajes de proliferacion,
obtenido la grafica que se muestra en la figura 10.

La prueba de Tukey-Kramer, como se aprecia en la figura 10, mostré la
existencia de 4 grupos diferentes entre si, en la grafica se representan con
letras, donde los grupos con letras iguales no muestran diferencia entre ellos.

Por lo tanto, de acuerdo a esto ultimo:

e La proliferacion celular no se ve afectada por el PBS utilizado para

disolver al Cis-Platino y B-ficoeritrina.

e El Cis-Platino reduce significativamente (p < 0.05) la proliferacion celular,
con respecto a los dos grupos controles de proliferacion normal (células
con Medio y PBS).
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Figura 10. Ensayo de Proliferacién de HelLa con B-ficoeritrina. En la grafica se
observan los 3 grupos controles, que son células con: Medio de cultivo, PBS
(buffer de fosfatos) y Cis-Platino. Los ultimos 3 grupos corresponden a las
células con diferentes concentraciones de B-ficoeritrina: 2.5, 5 y 10 mg/mL.

Letras diferentes representan una diferencia significativa (p < 0.05).
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e Los tratamientos con 2.5 y 5 mg/mL de B-ficoeritrina tienen efecto
antiproliferativo significativo (p < 0.05) con respecto a los dos grupos

controles Medio y PBS, pero son similares entre si.

e EIl tratamiento con 10 mg/mL de B-ficoeritrina mostr6 un mayor efecto
antiproliferativo (p < 0.05) con respecto a todos los demas grupos,

incluso contra el grupo de Cis-Platino.

En los ensayos anteriores se utilizé B-ficoeritrina con una pureza de 4.3.
Al pesarla para preparar las diluciones, se consideré que el total del polvo
era solo proteina. Después de realizados los ensayos, nacio la incertidumbre
si realmente lo que era pesado de B-ficoeritrina para los ensayos era solo
eso, proteina, por lo que se realizé un ensayo de Bradford , utilizando para
la curva un estandar de Albumina Sérica Bovina de 2 mg/mL, de donde se
partio hacer diluciones seriadas de 1 a 0.0625 mg/mL, y para cuantificar B-
ficoeritrina una solucion de 10 mg/mL de liofilizado de la misma. En la figura
11 se muestra la curva obtenida para este ensayo. Utilizando la ecuacioén de
la recta, se obtuvo que una concentracion de proteina de 0.0719 mg/mL, es
decir, de la solucién problema (10 mg/mL), 9.9281 mg por mililitro de
solucion corresponde a sales de PBS y solo 0.0719 mg son de B-ficoeritrina.
Por esto ultimo, surgié otra duda: ;esa concentracion de sales de PBS
serian las que ocasionaron la mortalidad celular en los ensayos de

proliferacion de la figura 10?

Para resolver esta duda, se liofiliz6 PBS para obtener las sales de la
misma como se encontraban con la B-ficoeritrina, la cual poseia pureza de
4.6. Se realizaron dos ensayos de proliferacion celular utilizando
concentraciones de sales de PBS de 10, 5 y 2.5 mg/mL y bajo las mismas

condiciones que todos los ensayos anteriormente realizados.
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Figura 11. Curva de concentracion proteica. Se utilizé6 el método de Bradford
(Sigma™) y se utilizaron 5 concentraciones de albumina sérica bovina para su
elaboracién: 1, 0.5, 0.25, 0.125 y 0.0625 mg/mL.
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En la figura 12 se observan las proliferaciones obtenidas para cada una
de los tratamientos. Como se puede apreciar, las tres concentraciones
utilizadas (2.5, 5 y 10 mg/mL) tienen un efecto antiproliferativo significativo en

las células, siendo mayor el efecto utilizando la concentracion de 10 mg/mL.

Una vez obtenidos los resultados de los ensayos celulares (figura 11 y
12), se realizaron comparaciones entre los grupos de células a las que les
adicion0 las sales de PBS (PBS liofilizado) y los grupos a las que se les agrego
la B-Ficoeritrina (previamente diluia en PBS vy liofilizada), que a su vez, se
encontraban también agrupados dependiendo de la concentracién utilizada de
cada tratamiento. Es decir, en una grafica se encuentran, por ejemplo, una
columna correspondiente al control de células con medio, otra para los datos de
las células con B-Ficoeritrina (2.5 mg/mL) y una tercera columna para los datos
obtenidos de las células con sales de PBS (2.5 mg/mL). La figura 13 muestra

las graficas obtenidas de estas comparaciones.

La prueba de Tukey-Kramer mostré diferencias significativas entre el
control de células con medio de cultivo y los tratamientos en cada una de las
concentraciones utilizadas. Pero en cuanto a la comparacion entre el grupo de
células con B-Ficoeritrina y el grupo de células con sales de PBS, en analisis
mostré una p < 0.05 en las concentraciones de 2.5 y 10 mg/mL, no asi en la
concentracion de 5 mg/mL. El efecto mas notorio se observa en la grafica 13c,
es decir, al utilizar 10 mg/mL. Aun cuando la mortalidad con las sales de PBS
ya es alta per se, y también aun siendo baja la concentracion de proteina en el
grupo tratado con B-Ficoeritrina (0.0719 mg de B-Ficoeritrina por mL), la
mortalidad celular se ve notoriamente incrementada en presencia de las sales

con la proteina en conjunto.

Es por esto que se tuvo la necesidad de realizar nuevos ensayos

celulares con B-ficoeritrina, pero esta vez sometiéndola a un proceso de dialisis.
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Figura 12. Ensayo celular con PBS Liofilizado. En la grafica se observa en
primer lugar el grupo control (células con medio de cultivo) y los ultimos 3
grupos corresponden a las células con diferentes concentraciones de sales de
PBS: 25, 5 y 10 mg/mL. Letras diferentes representan una diferencia
significativa (p < 0.05).
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Figura 13. Sales de PBS y B-Ficoeritrina liofilizada con PBS. Se muestran las
graficas obtenidas para cada una de las concentraciones utilizadas: 2.5, 5y 10
mg/mL del tratamiento. En cada una de estas graficas se puede observar en
primer lugar el grupo control (células + medio), en segunda lugar el grupo
células con sales de PBS y en ultima posicién el grupo celular con B-
Ficoeritrina/sales (B-FE+Sales). Letras diferentes representan una p < 0.05.
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Para la dialisis de la B-ficoeritrina, se utilizé una membrana porosa de 6 —
8 kD como punto de corte (Spectra/Por, Spectrum™). Una vez hidratada la
membrana se procedié a agregar la B-ficoeritrina previamente disuelta en agua
deionizada. Se cerr6 el extremo superior de la membrana y se puso en un vaso
de precipitados con un litro de agua deionizada. Se coloc6 sobre una placa de
agitacion y todo el sistema se metid al refrigerador (4 °C), manteniendo
agitacion constante. Se mantuvo la B-ficoeritrina en dialisis durante 8 horas,
haciendo cambio de agua del vaso cada 2 horas y media aproximadamente.
Una vez finalizada la dialisis, se extrajo la B-ficoeritrina de la membrana, se

congeld y se liofilizo para los estudios posteriores.

Para los siguientes ensayos celulares se usaron concentraciones de 5 a
0.3125 mg/mL de B-ficoeritrina dializada. Esta fue disuelta en medio de cultivo,
contrario a los primeros experimentos, donde se diluida con PBS. Se utilizaron
las mismas condiciones de cultivo que en todos los demas ensayos celulares.
En la figura 13 se muestran los resultados de estos ensayos con B-ficoeritrina

dializada.
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Figura 13. Ensayo de Proliferacion de HelLa con B-ficoeritrina dializada. En la
grafica se observan 2 grupos controles, que son un grupo de células con Medio
de cultivo y otro grupo con Cis-Platino. El grupo con PBS se omitié ya que la B-
ficoeritrina se disolvié en Medio de cultivo. Los ultimos 5 grupos corresponden a
las células con diferentes concentraciones de B-ficoeritrina: 0.3125, 0.625, 1.25,
2.5 y 5 mg/mL. Letras diferentes representan una diferencia significativa (p <
0.05).
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La prueba de Tukey-Kramer arrojé que no existia diferencia significativa
entre el grupo control de células con medio y las células tratadas con las

diferentes concentraciones de B-ficoeritrina: 0.315, 0.625, 1.25, 2.5y 5 mg/mL.

Vargas y col., en el 2006, trabajaron con lineas celulares HeLa y CalLo y
con una mezcla de ficobiliproteinas extraidas de Pseudoanabaena, siendo
ficoeritrina la proteina mas abundante. Encontraron que en ambas lineas
celulares se presentaba un alto porcentaje de mortalidad al ser tratadas con la
mezcla de ficobiliproteinas. Realizaron una determinacién de la concentracién
de cada una de las ficobiliproteinas de la mezcla mediante lecturas de
absorbancia, y para el ensayo, la concentracion mas elevada utilizada fue de
0.24 mg/mL para C-Ficoeritrina, 0.161 mg/mL para C-Ficocianina y 0.106 para
C-Aloficocianina. Estas concentraciones provocaron una mortalidad del 43.5%
para la linea celular HeLa y de 88.81% para la linea celular CaLo después de
24 horas de incubaciéon. No realizaron ensayos individuales para cada una de
las ficobiliproteinas, ademas que no indican si la muestra fue dializada después
del proceso de purificacion. También la fuente y el tipo de de ficoeritrina es
distinta: la utilizada por ellos es del tipo C-ficoeritrina, mientras que la obtenida
en nuestro trabajo es B-ficoeritrina. Ademas, pudiera existir un posible
sinergismo entre las ficobiliproteinas del trabajo de Vargas.

En el mismo afo, Garcia y colaboradores investigaron la actividad
citotoxica de las ficobiliproteinas de la cianobacteria Spirulina maxima. En su
estudio también trabajaron con la linea celular HeLa y con las ficobiliproteinas
en mezcla (C-Ficoeritrina, C-Ficocianina, C-Aloficocianina). Cada una de las
proteinas fue cuantificada mediante lecturas de densidad 6ptica. Ellos basaron
la concentracion de sus tratamientos en la proteina C-Ficocianina,
concentraciones que fueron de 0.013 a 4.06x10™ mg/mL. Encontraron que al

utilizar la mezcla de ficobiliproteinas que contenia 6.5x107 mg/mL de C-
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Ficocianina, la mortalidad celular era del 80% incubando por 24 horas. De
nuevo, no especifican si la muestra con las ficobiliproteinas pasé por un

proceso de dialisis previo al ensayo.

Las mortalidades celulares obtenidas en los estudios de Vargas y Garcia,
podrian ser atribuidas, en caso de no haber realizado didlisis, a las sales
provenientes de los buffers utilizados durante la obtencion de las proteinas,
como observamos en los primeros ensayos antiproliferativos del presente
estudio. Otro caso pudiera ser que existiese una accién sinérgica entre dos o

incluso tres de las ficobiliproteinas.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se logroé la purificacion e identificacion de la ficoeritrina de Rhodosorus
marinus a través de los valores de absorcion obtenidos en el uv-visible,
obteniendo purezas de 4.6 y 5.4, e identificandola como B-ficoeritrina por

sus picos de absorcion maxima.

El Cis-Platino, utilizado principalmente para cancer de ovario, testicular,
cuello y cabeza, representd ser un buen medicamento control de
proliferacion negativa, ya que a la concentracion recomendada por
Sigma-Aldrich (25uM) mostré tener un alto efecto antiproliferativo en las

células Hela, provenientes de cancer de ceérvix.

Utilizando B-ficoeritrina dializada de Rhodosorus marinus con pureza de
4.6y 5.4,y en las concentraciones de: 0.315, 0.625, 1.25, 2.5y 5 mg/mL,

no se encontrd un efecto antiproliferativo significativo (p > 0.05).

Existe un efecto antiproliferativo sinérgico entre las sales de PBS y la B-

Ficoeritrina sobre la linea celular Hela.

Se recomienda la realizacion de ensayos de proliferacion celular a lo
largo de los procesos de purificacion, utilizando el conjunto de
ficobiliproteinas de Rhodosorus marinus para saber si existe algun efecto

sinérgico entre ellas en el crecimiento celular.

Se recomienda la realizacion de la determinacién de proteina en cada

uno de los pasos del proceso de purificacion.

También se recomienda la realizacion de ensayos celulares utilizando

otras concentraciones de ficoeritrina y otras lineas tumorales.
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